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Introducciéon

1. INTRODUCCION

Crataegus mexicana mejor conocido como tejocote, es un fruto del arbol del
mismo nombre, perteneciente a la familia de las rosaceas, nativo de México,
(Nufez et al., 2008). Desde la época prehispéanica, los frutos del tejocote fueron
colectados para consumo y sembrados en huertas de los pueblos indigenas,
posteriormente fueron cultivados con fines comerciales. Los frutos de las especies
de Crataegus son utilizadas en las celebraciones tradicionales de Todos Santos y
Navidad, principalmente en la elaboracion de bebidas (ponche) y consumo en
fresco (dentro de las pifiatas). El tejocote, por lo tanto, es una parte importante de
la cultura tradicional mexicana (Nufiez, 2009). Hasta el siglo XIX, la Sociedad
Mexicana de Historia Natural relata el uso del tejocote como diurético y pectoral. A
partir del siglo XX, varios autores e instituciones reportan usos medicinales. En
México se emplea para el tratamiento de afecciones digestivas, renales, cardiacas,
del tracto respiratorio (Argueta et al., 1994), como diurético (Cabrera, 1982),
antidiabético (Cedillo, 1990; Gonzélez, 1981; Martinez, 1980), incluso para
adelgazar (Argueta et al., 1994). La droga consiste en la parte externa y protectora
de la raiz, flor, hojas y fruto (Hernandez, 2008). En la literatura disponible hasta el
momento, existen escasos reportes de estudios fitoquimicos de C. mexicana.
Gracias a ellos se sabe que en raiz, hojas, flores y frutos hay resinas, ceras,
taninos, flavonoides, acidos organicos, reductores, principios pépticos, glucidos y
azucares. Por otra parte, se describe en la flor presencia de aminas terciarias y
guercetina, y en la raiz presencia de flavonoides (Owen, 1932). Estudios
realizados con los extractos alcohdlicos de las hojas, flores, frutos, corteza y raiz,
describen la accion cardiotonica sobre corazon aislado de tortuga, la cual consistio
en la disminucién de la frecuencia y la ampliacién de las contracciones cardiacas,
se identificoO la sustancia activa como crategina (Breton, 1941). Ademas, los
extractos hidroalcoholicos tanto el de raices como el de hojas presentaron
inhibicion de la ECA. Los metabolitos presentes en una de las fracciones activas
obtenidas del material, era el olean-12-en-28-oato de glucopiranosilo (Hernandez,
2008).
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La seleccion de la especie medicinal se realizé considerando que es una de las
cien especies medicinales mas comercializadas en México con fines curativos,
tanto en centros de acopio de hierbas curativas como en mercados, tianguis y
otros expendios de drogas crudas y productos herbolarios terminados (Prontuario
publicado por Herbolaria Universal 1997; FHEUM, 2001).
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2. ANTECEDENTES
2.1 Nombres comunes

Crataegus mexicana es una especie nativa de México y es conocida con
diferentes nombres comunes, por ejemplo en Chiapas se le llama “Kanal chiste”,
manzanilla, manzanita, manzanillo, tejocote cimarron (Argueta et al., 1994); en el
Distrito Federal “texdcotl” del nahuatl que significa “tetl”: piedra y “xocotl”: fruto
acido “fruto acido de piedra” (CONABIO, 2011); en el Estado de México “npeni”
(otomi) (Argueta et al., 1994), “pedyi” (lengua mazahua); en Michoacan “karhasi”,
“karasa”, “karash”, “karasu” (purépecha) (Rzedowski et al., 2005),“caiasa”,
“carasu” (lengua tarasca), manzanilla, manzanita; en Oaxaca:“pelo-uij’, “yaga-be-
lohui” (lengua zapoteca),“el-pate-shima-lo” (lengua chontal) (CONAFOR, 2011),
manzanita tejocotera, hierba del tejocote, manzanilla colorada, tejocote chico o

criollo, tejolote, texocotl (Marquez, 1999).
2.2 Categoria taxonomica de Crataegus mexicana
La categoria taxondmica de C. mexicana se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Categoria taxondémica de Crataegus mexicana (Hernandez, 2008).

|
Reino: Plantae

Subreino: Tracheobionta

Subdivision: Spermatophyta

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Rosales
Familia: Rosaceae

Subfamilia:  Maloideae
Género: Crataegus

Especie: Crataegus mexicana
1
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2.3 Descripcion
2.3.1 Descripcién macroscopica de  Crataegus mexicana

Crataegus mexicana, crece en un arbol de 4 a 7(10) m de alto o a veces arbusto,
de hoja decidua, por lo comun provisto de espinas que a menudo son muy fuertes,
hasta de 5(6) cm de largo, en ocasiones parcial o totalmente inerme; tronco hasta
de 30 cm de diametro, ramas café-rojizas, pasando con la edad a grisaceas, las
mas jovenes densamente vilosas; estipulas lanceoladas a o blanceoladas, hasta
de 1.2 cm de largo y 2 mm de ancho, a veces falcadas o semiovadas y algo mas
cortas y anchas, con glandulas cortamente estipitadas en el margen, caedizas,
peciolos de 5 a 10 mm de largo, mas o menos canaliculados en el haz, laminas
foliares amplia o estrechamente elipticas a lanceoladas u o blanceoladas, a veces
tendiendo a rombicas, de 3(2.5) a 7.5(9) cm de largo por 1.5(1) a 4(5) cm de
ancho, apice agudo o a veces obtuso a casi redondeado, en ocasiones apiculado,
base por lo general cuneada, margen comunmente serrado hacia la parte superior
con dientes glanduliferos y entero hacia el medio o tercio inferior, en las hojas de

ramas joévenes a veces tendiendo a algo lobado (Rzedowski et al., 2005).

Tiene hojas con ldminas romboideo—elipticas a ovadas u oblongas a obavadas, de
3 a 11 cm de largo, por 1 a 5 cm de ancho (Gutiérrez, 1991), con el borde
aserrado (Cedillo, 1990), vena media hundida en el haz, prominente en el envés,
con 6 a 8 pares de venas laterales evidentes, de textura algo coriacea en la
madurez, de color mas oscuro en el haz, densamente vilosas por ambas caras, en
especial en la juventud en el envés y sobre las nervaduras, pero con tendencia a
la glabrescencia con la edad, a veces quedando practicamente lampifias con

excepcion de las nervaduras (Rzedowski et al., 2005).

Inflorescencia corimbiforme, densamente blanco-vilosa, compuesta de 4(3) a
10(12) flores, con frecuencia acompafiadas de varias o numerosas bracteas
provistas en el margen de glandulas cortamente estipitadas; flores de 1.5 a 2 cm
de diametro; hipantio blanco viloso por fuera, los segmentos del caliz
estrechamente triangulares, de 5 a 7(8) mm de largo, terminados en punta u

4
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ocasionalmente con 2(4) dientes glandulosos en el &pice, de margen por lo
general entero, pero en algunos casos con varias glandulas cortamente
estipitadas, por lo comun densamente vilosos por fuera y por dentro,
excepcionalmente glabros por fuera; pétalos blancos, a veces algo tefiidos con
color de rosa, suborbiculares, cortamente unguiculados, de 8 a 10 mm de largo y
casi otro tanto de ancho; estambres alrededor de 20, dispuestos en 2 verticilos de
longitud algo desigual, anteras oblongas, de 1 a 1.5(1.7) mm de largo; estilos 3(2)
a 5, de los cuales 1 6 2 pueden estar mal desarrollados (Rzedowski et al., 2005),
corola y androceo en el borde del caliz; el gineceo infero constituido por 5 carpelos
unidos al eje floral; en cada division del ovario hay dos évulos ascendentes (Owen,
1932).

El fruto es amarillo-anaranjado, globoso o algo turbinado (Rzedowski et al., 2005),
carnoso y seco (Marquez, 1999) de 1.5(1.2) a 2.5(4) cm de didmetro, con
frecuencia mas o menos viloso, sobre todo en la juventud; |6bulos del cdliz
persistentes, nuculas 3(1) a 5, lisas, de color café, a menudo trigonas, de 6 a 10
mm de largo (Rzedowski et al., 2005). Usualmente tiene 3 6 4 semillas, muy duras,
de 1 cm de largo, cafés, lisas, con tres costillas (Gutiérrez, 1991), ellas contienen

un embrion voluminoso desprovisto de endospermio (Owen, 1932).
2.3.2 Descripcién microscopica de  Crataegus mexicana

La madera presenta porosidad difusa, la mayoria de los poros son solitarios y
pocos son multiples radiales de 2, son muy numerosos, de contorno oval, de
diametro tangencial pequefio. Los elementos de vaso son medianos, sus paredes
presentan punteaduras areoladas alternas, redondas a ovales, la platina de
perforacion es simple y la pared terminal es oblicua. Algunos presentan gomas. El
parénquima axial es apotraqueal difuso agregado. Los radios son pocos,
uniseriados, de 8 células de altura y la mayoria son biseriados, numerosos,
heterogéneos, muy bajos y finos. Las punteaduras de radio-vaso son semejantes

a las intervasculares. Ambos parénquimas presentan gomas y el radial presenta
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cristales prismaticos. Las fibras son de tipo fibrotraqueida, de longitud corta, de
diametro fino y de pared delgada (Pérez et al., 2008).

2.4 Origen del género Crataegus

Existen aproximadamente 200 especies del género Crataegus, las cuales tiene su
origen en China y México. Son cultivadas en Asia, Australia, Canada, México,
América Central y Ecuador (Vivar et al., 2005). Se distribuye en todo el mundo,
pero solo en el hemisferio norte (Nieto et al., 2009). El género Crataegus es el mas
amplio y taxonémicamente complejo de los géneros de plantas superiores en
Estados Unidos de América, se han reportado 13 especies en el norte y centro de
México y dos 0 mas especies pueden existir en el sur de México. Phipps y sus
colaboradores (2003) reportaron que las especies mexicanas pertenecen a seis
diferentes series taxonémicas (baroussaneae, greggianae, parvifoliae, madrenses,
crus—galli y mexicanae), pero se desconoce la ubicacion de la mas amplia

biodiversidad de Crataegus en México (Nufiez, 2009).

Adicionalmente, la identificacion de ejemplares de este género es problematica, se
cometen errores al identificar ejemplares de tejocote como C. pubescens (Kunth)
Steud. que es un nombre incorrecto desde 1997, siendo correctamente referido
como C. gracilior Phipps para ciertos especimenes; ademas, que a partir del
trabajo de Eggleston (1909) es conocido que C. mexicana DC y C. pubescens (C.
gracilior) son dos especies diferentes, lo que fue desapercibido por los taxbnomos
mexicanos hasta la reclasificacion de Phipps (1997), esto fue ampliamente
discutido por Nufiez (2008) quien cuestiono la validez de nombres especificos
como C. stipulosa (Kunth) Steud para especimenes identificados en el sur de
México. EI nombre comin que se da en México para especies del género

Crataegus es "tejocote" (Nufiez, 2009).
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Figura 1. Crataegus mexicana. A. rama con hojas, flores y espinas; B. corte
longitudinal de la flor; C. rama con frutos. llustrado por Miguel Carmona, excepto el

dibujo B, que fue realizado por Rogelio Cardenas (Rzedowski et al., 2005).




Antecedentes

Figura 2. Crataegus mexicana Moc & Sessé. (a) arbol, (b) corteza, (c) hojas, (d)
flor, (e) fruto, (f) tablilla tangencial, (g) rodaja, (h) corte transversal (5x), (i) corte

tangencial (10x) y (j) corte radial (10x) (Pérez et al., 2008).
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2.5 Distribucién de Crataegus mexicana

Su intervalo altitudinal va de 1200 a 3000 msnm. Habita en laderas de cerros con
topografia escarpada y preferentemente en pendientes de 60 %, en barrancas y
en las zonas de cultivo. Le favorecen los suelos acidos y francos, negros,
arcillosos, pedregosos de origen sedimentario y volcanico. Se desarrolla en los
bosques de Quercus, bosque de coniferas, bosque mesdfilo de montafia y bosque
de Pinus-Quercus (SEMARNAT, 2011).

La principal zona de distribucion es el Eje Neo-Volcanico desde las zonas altas de
Veracruz en frontera con Puebla hasta las zonas montafiosas de Jalisco muy
cerca de la costa del Océano Pacifico, asi como algunos puntos en la Sierra
Madre Oriental a la altura de la sierra de Hidalgo y en el sur en la sierra de Oaxaca

y unos puntos aislados en Chiapas (Nufiez et al., 2008).

Golfo
de
Meéxico

Océano
Pacifico

Figura 3. Distribucion estimada de C. mexicana Moc & Sessé y C. gracilior
Phipps en México (Nufiez et al., 2008).
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2.6 Historia de Crataegus mexicana

Se sabe que a principios del horizonte preclasico existian pequefios
asentamientos en las riveras del lago de Xaltocan que se dedicaban ya a la

recolecta de tejocote (Imaz, 1989).

El tejocote también se conoce en Europa en donde se le asigna el nombre de
“Crataegus oxyacantha” (Aubépiné) teniéndose datos de su historia medicinal
desde el tiempo de Dioscorides, dados por el sefior Enrique Leclerc, en su articulo
“L’ aubépiné” (Owen, 1932).

Vicente Cervantes profesor de botanica en la ciudad de México de 1788 a 1829,
también hace referencias al tejocote en su “ensayo a la materia vegetal de México”
nombrandolo “Mespilus mexicana” menciona sus propiedades astringentes

(Bulletin of Miscellaneous Information, 1933).

Sesse y Mocifio quienes exploraron grandes distritos de México entre 1795 y 1804
lo describen en su “Plantae Novae Hispaniae” como “Crataegus crus-galli” o
“Texocotl” de los mexicanos. Las describe como “bayas” agridulces, comestibles y
principalmente usadas para conservas dulces, ya que se produce una gran
cantidad de jalea que, preparada con azucar es preferida por los indios (Bulletin of

Miscellaneous Information, 1933).

Los indios mexicanos tomaban infusiones para curar erupciones en la piel,
disminuir la temperatura del cuerpo, particularmente mezclado con capulin

(Bulletin of Miscellaneous Information, 1933).

Hasta el siglo XIX, la Sociedad Mexicana de Historia Natural relata el uso del
tejocote como diurético y pectoral. A partir del siglo XX, varios autores e
instituciones reportan usos medicinales. El Instituto Médico Nacional lo menciona
como diurético. Alfonso Herrera como pectoral y diurético eficaz. Maximino
Martinez como antitusigeno y diurético. Luis Cabrera como digitélico, diurético,
nefritis y tonico. Finalmente, la Sociedad Farmacéutica de México lo sefiala como

afrodisiaco, diurético y pectoral (Argueta et al., 1994).
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En 1932 Owen realizé un andlisis quimico y un estudio farmacologico. Mas tarde
en 1941 Breton realizdé un estudio similar. En 2009 Hernandez realizé una tesis
enfocada a la inhibicion de la ECA con extracto de Crataegus mexicana, en la que

logré identificar un compuesto responsable de esta actividad.

Algunos Crataegus son descritos en farmacopeas muy antiguas y se emplean
como una alternativa para el tratamiento de una variedad de condiciones

cardiovasculares; incluyendo angina, hipertension y arritmias (Hernandez, 2008).

Tabla 2. Especies del género Crataegus que se emplean en el tratamiento de la

hipertension arterial sistémica y en otros padecimientos (Hernandez, 2008).

. Extractos utilizados y/o
| Pais de . ;
Especie SO Propiedades y usos estudiados
- ————— — |
- ECV
C. aronia Israel ) Qancer Extracto acuoso de hojas y frutos
- Diabetes
- Antioxidante
C. tanacetifolia Alemania - Insuficiencia cardiaca Extracto acuoso de hojas
Turquia - Reductor de los niveles de colesterol
C. laevigata Alemania - Insuficiencia cardiaca severa Extracto metandlico de hojas,
flores y frutos
Corea - Malestares gastricos Extracto metandlico de frutos
C. pinnatifida China - Diarrea maduros
Japoén - Reductor de TGC en la sangre
- Insuficiencia cardiaca
- Antioxidante
. - Anti-inflamatorio
Alemania . . . .
. - Digestivo Extracto etandlico de hojas y
C. oxycantha Suiza . .
. - Estimulante cardiaco frutos
China . )
- Hipotensivo
- Arritmico
- Diurético
- Antihipertensivo
- Antioxidante
C. monoavna Lituania - ECV Extracto etandlico de hojas,
' ay - Cardiotonico flores y frutos
- Vasodilatador
- Hipotensivo
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2.7 Usos de Crataegus mexicana
2.7.1 Etnobotanica

Crataegus mexicana tiene multiples usos descritos en la medicina tradicional
mexicana, no sustentados en informacion experimental o clinica, por ejemplo
contra la diarrea, como diurético, para malestares gastrointestinales, para tratar la
tos, la congestion de pecho y para padecimientos del corazén, ademas para
adelgazar.

1. Afecciones digestivas: Para detener la diarrea (Gutiérrez, 1991), (Argueta et al.,
1994). Para enfermedades del aparato digestivo como diarrea, amibas y en caso
de disenteria (la que se considera muy peligrosa, acompafiada de dolores
estomacales y vomito) esta enfermedad es denominada popularmente “chi’ ich”

(Chiapas). Dolor de abdomen o lombrices (oxiuros) (Argueta et al., 1994).

2. Afecciones del tracto respiratorio: Para la tos (Argueta et al., 1994; Gutiérrez,

1991; Linares, 1991). Para la pulmonia y asma (Argueta et al., 1994).
3. Diurético (Cabrera, 1982).

4. Para los rifiones (Gutiérrez, 1991).

5. Antidiabético (Cedillo, 1990; Gonzélez, 1981; Martinez, 1980).

6. Para la “kuenesi” o chipilez (afeccion exclusiva de la etapa infantil que se
presenta cuando la madre se encuentra nuevamente prefiada, se caracteriza por
llanto continuo de los nifios que estan irritables, se adelgazan, su piel se torna
amarilla y no comen) (Argueta et al., 1994).

7. Para la hidropesia, como aperitivo y desobstruyente (Cabrera, 1982).

8. Para la calentura (SEMARNAT, 2011).
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2.7.1.1 Formas de dosificacion a nivel popular

Para detener la diarrea, se usan dos tejocotes, un pedazo de canela y pasitas,
todo en té (Gutiérrez, 1991). Otra forma es utilizar la coccion de las hojas y
corteza, administrada por via oral, ademas de que sirve para dolor de estbmago y
en corajes (Argueta et al., 1994). Para el dolor de abdomen o lombrices (oxiuros),
se da el té de “manzanilla” con otras yerbas, acompafiado de rezos (Argueta et al.,
1994). Para uso como diurético se toman las hojas de infusion, en la porcion 10 g
de hoja para 100 mL de agua, 3 veces al dia, antes del desayuno, la comida y la
cena. Si se utiliza la raiz, esta accibn es mas marcada, por esta razdn es
empleada en las inflamaciones renales y mas cuando hay anasarca, es decir
cuando los enfermos presentan una hinchazon generalizada en todo el cuerpo, ya
sea de origen renal propiamente dicho o cuando tal estado se debe a falta de
energia del corazon, al parecer esto también obra reforzando y tonificando el
centro circulatorio. Parece que los frutos aumentan en forma notable la energia
muscular (Cabrera, 1982). Para afecciones renales la raiz se hierve con varias
gotas de limon, y se toma diario durante ocho dias hasta que se quite el dolor
(Gutiérrez, 1991). También se prepara un té con dos frutos, 1 pedazo de raiz y
canela en medio litro de agua, se toma una taza en la mafiana y una taza por la
tarde (Linares, 1991). Otra forma de preparacion, es cocer el tejocote con flor de
sauco (Sambucus mexicana), itamo real (Arracacia aegopodioides), cascara de
chirimoya (Annona cherimola), cascara de lima (Citrus limetta) y ocote (Pinus sp.)
o simplemente con canela (Argueta et al., 1994). Para la pulmonia y asma, se
aprovecha el cocimiento acompafado con eucalipto (Eucalyptus globulus), flor de
bugambilia (Bougainvillea spectabilis), corteza de capulin (Prunus serotina spp.
capuli), sauco, flor de obelisco y gordolobo, se toma el té antes de cada comida
(Argueta et al., 1994). Para el uso como antidiabético, se hace una coccion con la
raiz, raiz de nopal y raiz de zarzamora (un pedazo pequefio para 1L de agua), se
toma tres veces al dia como agua de uso (Cedillo, 1990). Otra forma es tomar la
infusion de la raiz con la planta istactziotzo (Piqueria trinervia cav.) (Gonzalez,

1981). También se puede cocer 15 g de raiz y 5 g de corteza del tallo en 2 L de

13|



Antecedentes

agua, dejando hervir hasta que se reduzca a la mitad y se toman 2 a 3 tazas
durante todo el dia (Martinez, 1980). Para la hidropesia, como aperitivo y
desobstruyente se cuece la raiz. En casos de calentura se toman bafios de la
planta con leche y jabdn “Palmolive” (SEMARNAT, 2011).

2.7.2 Usos no medicinales

Se considera como una especie melifera. La madera es muy dura y compacta, se
utiliza como lefia y para la elaboracion de mangos de herramienta. Los frutos son
comestibles, se comen crudos o se preparan en dulces y mermeladas. Una de las
caracteristicas del fruto es su alto contenido de pectina, misma que se utiliza en la
industria farmacéutica, textil y siderudrgica, para la elaboracion de cosméticos y
como coagulante de mermeladas y jaleas; también se utiliza como forraje para
cerdos, borregos, conejos y chivos. La flor es utilizada en la produccién de miel
(CONAFOR, 2011).

Se utiliza en la conservacion de suelo y control de la erosién, para reforestar
taludes y barrancas en zonas semiaridas, es utilizada como sombra, y refugio de
fauna. Su resistencia a enfermedades y su resistencia a condiciones adversas son
caracteristicas importantes para considerarlo en plantaciones de restauracion de
sitios degradados (CONAFOR, 2011).

Ademés es utilizado como patron de semilla para injertar manzano, peral y
membrillo (CONAFOR, 2011).

2.8 Composicion quimica de flor, fruto, hojas, yra  ices del género Crataegus

En la literatura disponible hasta el momento, existen escasos estudios fitoquimicos
de C. mexicana; sin embargo, en las hojas, flores, frutos y raices de otras
especies medicinales de Crataegus se han encontrado concentraciones altas de
diversos metabolitos secundarios tales como flavonoides, procianidinas
oligoméricas de flavanoles, acidos fendlicos, acidos triterpénicos, acidos organicos
y esteroles, asi como (-)-epicatequina y catequina (Hernandez, 2008). También

contienen una cantidad importante de pectinas, resinas y taninos (Argueta et al.,
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1994). Ademas se encontré que frutos y flores del género Crataegus presentan
constituyentes con potencialidad antioxidante, entre ellos los acidos epicatequino y
5-clorogénico. Por otra parte el fruto es rico en vitamina C, carotenos y sales
minerales, entre ellas calcio, fésforo, hierro, y presenta un alto contenido de
pectina (Franco et al., 2010).

Por otra parte, se encontré en el extracto de las flores de C. mexicana, presencia

de aminas terciarias y quercetina (Owen, 1932).

Tabla 3. Estructura quimica de algunos compuestos presentes en el género

Crataegus (Hernandez, 2008).

Estructura Tipo Nombre

Flavonoides Rutina
Flavonoides Hiperoésido
Flavonoides Vitexina
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Tabla 3. Estructura quimica de algunos compuestos presentes en el género

Crataegus (Hernandez, 2008) (Continuacion).

Estructura Tipo Nombre

HO

HO

Ramnosido de

Flavonoides vitexina
OH (o] OH
OH
é/
HO. °© \\\\\\\\ . . .
) Flavonoides (-)-Epicatequina
,w////OH
OH

Flavonoides Catequina

OH

(o}

HO. 0 / OH
O
Esteres de acidos  Acido 5-clorogénico
HO
OH

OH

/ OH
"o Acidos fendlicos Acido cafeico
OH
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Tabla 3. Estructura quimica de algunos compuestos presentes en el género

Crataegus (Hernandez, 2008) (continuacion).

Estructura Tipo Nombre

Triterpenoides Acido oleandlico

Iy,

Triterpenoides Acido ursolico

Esteroides B-Sitosterol

Esteroides Estigmasterol

17



Antecedentes

2.9 Farmacologia del género Crataegus

El cocimiento de raiz de tejocote administrado a pasto a siete enfermos con
objeto de averiguar su accion diurética, se comprobd esta en algunos de esos
casos; pero es de suponerse que esa accion era debido al agua Unicamente, pues
comparandola con la que se producia con la diuretina, se notaba una gran

diferencia a favor de esta ultima (Anales del Instituto Médico Nacional, 1903).

Owen en 1932 encontr6 que la administracion de 12 gotas del extracto
hidroalcoholico de las flores de C.mexicana, detiene el corazon de la rana durante
la diastole. En un cuyo administrado por via i.p. 2 gotas induce vasodilatacion en
los capilares, 3 gotas disminuye los latidos del corazon; ademas de causarle
efecto diurético. 6 gotas de extracto fluido inyectados por la vena marginal de la
oreja, le ocasiona una vasodilatacién, disminuye los latidos y respiraciones por
minuto. Owen trabajo con un voluntario sano y uno enfermo. En el voluntario sano
la administracion de 10 gotas por via i.m. disminuy6 sus latidos y presion arterial;
al voluntario sano con hemetismo cardiaco se le prescribieron 5 gotas 3 veces al
dia durante una semana, pasado este tiempo al examinarlo, disminuyeron sus
latidos y respiraciones por minuto y su presion arterial. Owen concluy6 que el
extracto hidroalcolico de la flor de C. mexicana es un toni—cardiaco de accion
diastolica y de tipo digital, es vasodilatador de accion local y general poco
sostenida, es un sedante del sistema nervioso, cardiaco y vascular, y que a

grandes dosis es hipndtico, toxico para el corazon y probablemente diurético.

Breton en 1941 en su trabajo titulado contribucién al estudio botanico, quimico y
farmacodindmico de C. mexicana trabajé con extractos alcohdlicos de la hoja, flor,
fruto, corteza y raiz del tejocote. Encontrd que ejercieron accion cardiotdnica sobre
el corazon aislado de tortuga, la cual consistié en la disminucion de la frecuencia y
la ampliacion de las contracciones cardiacas. Obteniendo mayor efecto con las
hojas, seguido de la corteza, flores, raices y fruto. Se encontré una correlacion
positiva dosis-actividad. Esta accion se observo en los extractos mas activos, aun

a diluciones tan altas como 1:1000,000.
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Lacaille-Dubois y sus colaboradores (2001), realizaron un estudio en el cual
evaluaron plantas usadas en la medicina tradicional de las regiones de
Centroamérica, Sudamérica y Africa. Encontraron que el extracto metandlico de
hojas y flores de Crataegus oxyacantha/monogyna presenta inhibicion de la ECA
en un 33 + 2 % a una concentracién 0.33 mg/mL. Encontraron también que una de
las fracciones del extracto de acetato de etilo de C. monyna y C. oxyacantha
inhibio a la ECA en un 92 % a una concentracion de 0.33 mg/mL, y los
compuestos aislados a partir dicho extracto, por si solos presentaron porcentajes
de inhibicion desde el 4 hasta el 48 %, a tal concentracion.

La evaluacion del extracto hidroalcohdlico de Crataegus curysipala Lind mostro
una disminucion en la presion sistolica y diastélica en pacientes con hipertension

arterial después de tres meses de tratamiento (Hernandez 2008).

Hernandez en 2008 en su estudio sobre la inhibicién de la ECA por C. mexicana
encontré que dos extractos hidroalcohdlicos de C. mexicana; tanto el de raices
como el de hojas presentaron inhibicion de la ECA. El extracto obtenido de la raiz
tuvo un valor mas alto de inhibicion en comparaciéon con los obtenidos de las
hojas. Por lo que el extracto de la raiz fue seleccionado y evaluado a diferentes
concentraciones (2, 1 y 0.5 mg/mL) y ninguna de ellas presenté diferencias
significativas en el porcentaje de inhibicion con respecto a la del control positivo

(Lisinopril).
2.10 Principios activos de  Crataegus mexicana

Owen describio que el principio activo del extracto de flor de Crataegus mexicana
se encontraba en la materia amarga, mas tarde Brenton le dio el nombre de

crategina. Menciond a los taninos también como parte de los principio activo.

Hernandez encontr6 que uno de los metabolitos presentes en una de las
fracciones activas obtenidas del material in vivo, era el olean-12-en-28-oato de

glucopiranosilo.
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Figura 4. Estructura deolean-12-en-28-oato de glucopiranosilo (Hernandez, 2008).
2.11 Actividad biologica de la corteza de  Crataegus mexicana

El Unico estudio de actividad biolégica realizado hasta el momento es el de

Céceres en 1990, los resultados se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Estudio de actividad biologica (Marquez, 1999).

Parte estudiada  Disolvente Actividad Organismo de Prueba  Resultado
Corteza seca Etanol 50% Antibacteriana  Salmonella typhosa Inactiva
Corteza seca Etanol 50% Antibacteriana Shigella flexneri Inactiva

2.12 Toxicidad de Crataegus mexicana

La solucion al 1% de la crategina produjo un efecto retardador del ritmo cardiaco,
en corazon aislado de tortuga, relajamiento muscular a los 25 minutos, arritmia y

finalmente paralisis (Breton, 1941).
2.13 Analisis cuantitativo de hoja, raiz, frutoy f  lor

En el andlisis cuantitativo realizado por Breton de hoja, raiz, fruto y flor de C.
mexicana se obtuvieron los resultados que se presentan en la Tabla 5.
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Tabla 5. Andlisis cuantitativo de hoja, raiz, fruto, flor (Breton, 1941).

Exto. Exto. Tot. Sust. Sol.  Sust. Sol.
Cenizas Tot. Sol. Sol. en en alavez Sust. Sol.
totales en éter éter alcohol en en agua

de sulfdrico absoluto.  alcohol y

petréleo agua

Hojas || 7.39% 1.576% 2.998% 4.505% 3.441% 16.50%
Raiz 5.445%  0.385% 0.994% 5.024% 2.064% 8.05%
Fruto || 2.532% 0.419% 0.843% 8.350% 7.985% 45.262%
Flor 5540%  0.940% 1.463% 7.002% 4.261% 9.610%

2.14 Epoca de recolecta (frutos)

Crataegus mexicana florece de enero a abril, aunque los frutos se forman en

primavera, maduran hasta noviembre o diciembre (SEMARNAT, 2011).
2.15 Aprovechamiento

Los frutos se recolectan manualmente, entre los meses de noviembre y diciembre.
La coloracion del fruto debe ser amarillo-rojiza y se obtiene la semilla después de
aprovecharlo (SEMARNAT, 2011).

2.16 Comercializacion

Este producto llega en camiones a la Central de Abastos de la Ciudad de México
para ser distribuido en la periferia e incluso para algunos estados de la Republica,

asi como naciones de Centro y Sur América.

Los frutos del tejocote son las estructuras de la planta con mayor comercializacion,
alcanzan precios que oscilan desde los $10.00 y $25.00 por kilogramo (1999),
dependiendo de la calidad de los frutos; la cual se determina en funcion del

tamano y de la apariencia de los mismos (SEMARNAT, 2011).
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Se venden en diferentes presentaciones, en puestos fijjos de verduras y en
tianguis. Ademas son comprados por pequefias empresas agroindustriales que se
dedican a elaborar ates y conservas (SEMARNAT, 2011).
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3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

En los ultimos afos los productos herbolarios han tenido un nuevo auge en el
mundo occidental incluyendo a México, debido a que el publico general, e incluso
algunos expertos los consideran efectivos y con pocos efectos secundarios. El
problema es que muchos de estos no tienen suficientes evidencias de su eficacia
y seguridad, no cumplen con lo necesario para ser considerados medicamentos y
se comercializan como suplementos alimenticios, cometiendo fraudes al
consumidor por ineficaces o constituyendo riesgos para la salud por posibles
efectos adversos (COFEPRIS, 2005).

En el afio 2001 la Secretaria de Salud publicé la primera farmacopea herbolaria de
los Estados Unidos Mexicanos con el objeto de dar a conocer los métodos de
analisis y las especificaciones técnicas que deberian de cumplir las plantas y los
fitomedicamentos derivados de ellas que se utilicen en la elaboracién de
medicamentos y remedios herbolarios. Con esto la secretaria de salud deja clara
la intencidén de que la industria farmacéutica cuente con un respaldo que le permita
introducir nuevos productos de origen vegetal al mercado bajo condiciones de

calidad adecuados para el consumo humanao.

Sin embargo, a pesar de la reconocida riqgueza herbolaria de nuestro pais, la
monografia de especies autéctonas o introducidas de uso médico tradicional
resultaron muy limitadas en cantidad y calidad, por el simple hecho de que no se
dispone de la informacion suficiente para integrarlas. En consecuencia los centros
de investigacion en el area de la salud, incluyendo las universidades, deben
generar la informacidén necesaria para conformar las monografias de las plantas

medicinales mas utilizadas en nuestro pais.

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo primordial aislar los
metabolitos secundarios mayoritarios presentes en los frutos, las hojas y las flores
de la especie medicinal Crataegus mexicana. Los resultados obtenidos son parte

de la informacién necesaria para elaborar la monografia de la planta medicinal, la
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cual eventualmente puede incorporarse a la Farmacopea Herbolaria de los
Estados Unidos Mexicanos.

Para cumplir con el objetivo principal se plantearon los siguientes objetivos

particulares:

» Realizar la revision bibliogréfica exhaustiva de las diferentes publicaciones
sobre la especie medicinal propuesta.

* Preparar los extractos organicos de las diferentes partes de la planta
utilizando como disolvente de extraccion metanol.

» Realizar el fraccionamiento primario de los extractos organicos, empleando
para ello, métodos cromatogréaficos convencionales y procesos de particion.

» Aislar los compuestos mayoritarios a partir de las fracciones primarias.

- Establecer la estructura molecular de los metabolitos secundarios aislados
mediante la aplicacion de técnicas espectroscopicas y espectrométricas
contemporaneas.
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4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1 Procedimientos generales
4.1.1 Andlisis cromatograficos

Los analisis de cromatografia de capa fina (CCF) se realizaron segun las técnicas
convencionales, utilizando diversos sistemas de elucion y placas de aluminio de
diversas dimensiones, las cuales estan recubiertas con gel de silice (60 Fys4
Merck, malla 3.5-7.0 ASTM) de 0.25 mm de espesor. Las placas se visualizaron
bajo luz ultravioleta (onda corta, 254 nm y onda larga, 365 nm) y posteriormente
fueron reveladas con anisaldehido sulfarico al 1%, vainillina sulfarica al 1% o
DPPH, seguido de calentamiento (aproximadamente 110C) hasta la visualizacion
completa de los compuestos. La cromatografia en columna abierta (CCA) se
realizé sobre gel de silice Kieselgel 60 Merck con tamafio de particula 0.063-0.200
mm, 70-230 mesh ASTM, en columnas de vidrio de diferentes dimensiones y

utilizando diversos sistemas de elucion.

4.1.2 Determinacion de las constantes fisicas, espe ctroscopicas Yy

espectrométricas

Los analisis espectroscopicos y espectrométricos se realizaron en la Unidad de
Servicios de Apoyo a la Investigacion (USAI) en el Edificio B de la Facultad de
Quimica de la UNAM. Los espectros de resonancia magnética nuclear para proton
(RMN-'H, 400 MHz) y carbono 13 (RMN-**C, 100 MHz) se realizaron en un equipo
Varian modelo VNMRS. Los espectros de masas se determinaron en un Thermo
Electron DFS (Double Focus Sector) introduccion directa a 70 eV y bombardeos
de atomos rapidos (EM-FAB) mediante la técnica de impacto electronico (EM/IE).
Los espectros se realizaron utilizando CD3;0D y DMSO-ds y tetrametilsilano (TMS)

como referencia reportando los desplazamientos quimicos en ppm.
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4.2 Material vegetal
4.2.1 Obtencion de los frutos

Los frutos de la especie Crataegus mexicana utilizados en el estudio fueron
adquiridos en el Mercado de Sonora de la Ciudad de México localizado en la
delegacién Venustiano Carranza en Noviembre de 2009. Una muestra de
referencia se deposité en la coleccion de muestras del Laboratorio 111, Facultad
de Quimica, Universidad Nacional Autbnoma de México.

Figura 5. Frutos desecados de Crataegus mexicana.

4.2.2 Recoleccion de las hojas y de las flores de  Crataegus mexicana

La recoleccion de las hojas y de las flores del tejocote, se realiz6 en San Antonio
Tecomitl, Delegaciéon Milpa Alta, Ciudad de México en Marzo de 2011. Una
muestra de referencia se depositd en la coleccion de muestras del Laboratorio

111, Facultad de Quimica, Universidad Nacional Autonoma de México.
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Figura 6. (a) Hojas y (b) flores de Crataegus mexicana.

4.3 Estudio quimico
4.3.1 Estudio quimico de los frutos de  Crataegus mexicana
4.3.1.1 Proceso de extraccion

Una porcion de 761 g de frutos secos de C. mexicana se extrajeron utilizando un
proceso de maceracion con metanol como disolvente por un periodo de 3
semanas. Posteriormente el material vegetal se separd por filtracion y el extracto
resultante se concentro al vacio obteniéndose un soélido café oscuro. El proceso de

extraccion fue semanal, reutilizando el mismo disolvente.
4.3.1.2 Fraccionamiento primario

El solido resultante (207 g) se resuspendido en una mezcla de metanol-agua
(80:20), posteriormente fue sometido a un fraccionamiento primario mediante una
particion utilizando como disolventes hexano, diclorometano y acetato de etilo,
para cada caso 500 mL, repitiendo el procedimiento 3 veces en las condiciones
descritas. Las fracciones obtenidas se concentraron al vacio, se denominaron
C001 (4.6512 g), C002 (10.1128 g), CO03 (26.3341 g). Las fracciones C001 y
C002 se combinaron debido a que mostraron similitud cromatografica. La fraccion
combinada se le denominé C004 (14.7640 g).
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4.3.1.3 Fraccionamiento secundario

A la fraccion C004 (14.7640 g) se le sometido a un fraccionamiento secundario
mediante cromatografia utilizando una columna al vacio (25 x 7 cm) y (570 mL) gel
silice como adsorbente. El proceso de elucion se realizé con mezclas de hexano,
acetato de etilo y metanol en polaridad creciente. De este fraccionamiento se
obtuvieron 53 fracciones de 500 mL, las cuales se concentraron al vacio por
separado. El fraccionamiento fue monitoreado por CCF y las fracciones que
presentaban similitud cromatografica se unieron para formar 15 grupos de
fracciones primarias combinadas, las fracciones combinadas C004-1 — C004-XV se
cromatografiaron y con la finalidad de detectar la presencia de antioxidantes se
revelaron con DPPH. Este proceso permitio la deteccion de antioxidantes en las
fracciones C004-XI — C004-XIII.

Tabla 6. Resumen de las fracciones obtenidas a partir de la fraccion C004.

Sistema de elucién | Fraccion es reunidas | Clave asignada
1-3 C004-1
4-5 C004-I1
6-7 C004-111
8-9 C004-1vV
10-11 C004-Vv
12-15 C004-VI
Hex:AcOEt:MeOH 16 -19 C004-VII
20-29 C004-VIII
30-31 C004-1X
32-33 C004-X
34-41 C004-XI
42 — 43 C004-XII
44 — 47 C004-XllI
48 — 51 C004-XIV
52 — 53 C004-XV

4.3.1.4 Obtencion de la mezcla de a- y B-amirinas a partir de la fraccion de
C004-VI

La fraccion C004-VI (0.2423 g) se sometié a un proceso de cromatografia en capa

fina preparativa de silica gel, para la cual se utiliz6 como fase movil ciclohexano—
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hexano (70:30). Como resultado de este proceso se obtuvo un solido amorfo de
color blanco, el cual se caracteriz6 mediante métodos espectroscopicos Yy

espectrométricos como una mezcla de a- y 3-amirinas.

4.3.1.5 Obtencién del acido oleandlico a partir de la fraccion terciaria C004-
VI

La fraccion C004-VII (1.4830 g) se recromatografié en columna abierta (37 x 5 cm)
utilizando (340 mL) gel de silice como adsorbente y como eluyentes mezclas de
hexano-acetato de etilo en diferentes proporciones. Como resultado de este
proceso se obtuvieron un total de 41 fracciones de 80 mL. El fraccionamiento fue
monitoreado por CCF vy las fracciones que presentaban similitud cromatogréafica se
unieron para formar 4 grupos de fracciones terciarias combinadas (C004-VII-1-
C004-VII-4). En la fraccion C004-VII-1 se observo la formacion de un precipitado
blanco, al que se le hicieron multiples lavados. Este compuesto se caracterizd

mediante métodos espectroscopicos y espectrométricos como acido oleandlico.

Tabla 7. Resumen de las fracciones obtenidas a partir de la fraccion C004-VII.

Sistema de eluc i6n | Fracciones reunidas | Clave asignada
1-11 C004-VII-1
Hex:AcOEt 12-17 C004-VII-2
18-29 C004-VII-3
30-41 C004-VII-4

4.3.1.6 Obtencion adicional de &acido oleandlico a p artir de la fraccion
terciaria C004-VIII

La fraccion C004-VIIl (1.0750 g) se recromatografio en columna abierta (30 x 2.5
cm) utilizando (175 mL) gel de silice como adsorbente y como eluyentes mezclas
de hexano - acetato de etilo - metanol en diferentes proporciones. Como resultado
de este proceso se obtuvieron un total de 44 fracciones de 50mL. El
fraccionamiento fue monitoreado por CCF y las fracciones que presentaban
similitud cromatografica se unieron para formar 3 grupos de fracciones terciarias
combinadas (C004-VIII-1-C004-VIII-3). En la fraccion C004-VIII-1 se observé la
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formacion de un precipitado blanco, al que se le hicieron multiples lavados. Este
compuesto se caracteriz6 mediante métodos espectroscopicos y espectrométricos

como acido oleandlico.

Tabla 8. Resumen de las fracciones obtenidas a partir de la fraccion C004-VIII.

Sistema de elucion | Fracciones reunidas | Clave asignada
1-16 C004-VIII-1
Hex:AcOEt:MeOH 17-35 C004-VIII-2
36 — 44 C004-VIII-3
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Diagrama 1. Proceso de extraccion y fraccionamiento del extracto total de los

frutos de Crataegus mexicana.

[ Frutos de Crataegus mexicana ]

1) Maceracion MeOH x 3 semanas
2) Filtracién
3) Concentrado al vacio

l I
[ Exto. metandlico ] [ Residuo vegetal ]

1) Resuspensién MeOH - H,0 (8:2)

[ Fracc. MeOH - H,0O ]

Particion con:

1) Hexano 3 x 500mL
2) CH,CI, 3 x 500mL
3) AcOEt 3 x 500mL

[ Co01 ] [ C002 ] [ C003 ]

coo4

| 1) CCA Il
! | | | g |
[ C004-| ] [ C004-VI ] [ C0o04-ViI ] [ C0o04-Vviil ] [ C004-XV ]

] I
. 1) CCA | 1) CCA
1) Placa preparativa H l H
[ Amirinaay B ] [ C004-VII-1 ] [ C004-VII-4 ] [ C004-VIII-1 ] [ C004-VIII-3 ]
[ Acido oleandlico ] [ Acido oleandlico ]
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4.3.2 Estudio quimico de las hojas y flores de  Crataegus mexicana
4.3.2.1 Proceso de extraccion

Las hojas (800 g) y las flores (52 g) se maceraron por separado utilizando metanol
como disolvente por un periodo de 24 horas. Posteriormente el material vegetal se
separ6 por filtracion, los extractos resultantes se concentraron al vacio,
obteniéndose un extracto verde oscuro en el caso de las hojas y un extracto verde

claro en el caso de las flores.
4.3.2.2 Fraccionamiento primario

El extracto total de las hojas (57 g) se resuspendié en una mezcla metanol-agua
(90:10) y posteriormente fue sometido a un fraccionamiento primario por particion
utilizando como disolventes hexano, diclorometano y acetato de etilo para cada
caso 500mL, repitiendo el procedimiento 3 veces en las condiciones descritas. Las
fracciones obtenidas se concentraron al vacio, se denominaron HO01 (25 g), HO02
(7 g), HOO3 (5 9).

4.3.2.3 Fraccionamiento secundario

Una porcién de la fraccion HO03 (2 g) se sometid a un proceso cromatografico
utilizando una columna abierta de Sephadex LH-20 (5 x 35 cm) y metanol como
eluyente. Como resultado del proceso se obtuvieron un total de 25 fracciones (50
mL) reuniéndose aquellas que mostraron similitud cromatogréafica para obtener 10

conjuntos de fracciones secundarias (HO03-1-HO03-X).

32



Resultados y Discusién

Tabla 9. Resumen de las fracciones obtenidas a partir de la fraccion HO03.

Sistema de elucién | Fracciones reunidas | Clave asignada
1 HOO03-I
2 HOO03-II
3 HOO3-III
4-8 HO03-IV
MeOH 9-10 H003-V
11-13 HO003-VI
14-15 HO03-VII
16 -18 HOO03-VIII
19-20 HO03-XI
21-25 H003-X

4.3.2.4 Fraccionamiento terciario

La fraccién HOO3-1V (0.6001 g) se recromatografio utilizando una columna abierta
de Sephadex LH-20 (5 x 35 cm), y metanol como eluyente. Como resultado de
este proceso se obtuvieron un total de 7 fracciones (50 mL), reuniéndose aquellas
gue mostraron similitud cromatogréafica para obtener 6 conjuntos de fracciones
terciarias (HO03-1V-1-HO03-1V-6).

Tabla 10. Resumen de las fracciones obtenidas a partir de la fraccion HOO03-1V.

Sistema de elucién | Fracciones reunidas | Clave asignada

1 HO003-1V-1

2-3 HO003-1V-2

MeOH 4 HO003-1V-3
5 H003-IV-4

6 HO003-1V-5

7 HO003-1V-6

4.3.2.5 Obtencién de la (-)- epicatequina a partir  de HO03-1V-2

La fraccion HO03-I1V-2 (0.3007 g) se sometié a un proceso de cromatografia en
capa fina preparativa de silica gel, para la cual se utilizé como fase movil una
mezcla de acetato de etilo-metanol (70:30). Como resultado de este proceso se
aislé un solido amorfo de color amarillo claro que se caracteriz6 mediante métodos

espectroscopicos y espectrométricos como (-)-epicatequina.
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Diagrama 2. Proceso de extraccion y fraccionamiento del extracto total de las

hojas de Crataegus mexicana.

[ Hojas de Crataegus mexicana ]

1) Maceracion MeOH x 3 semanas
2) Filtraciéon
3) Concentrado al vacio

l l
[ Exto. metandlico ] [ Residuo vegetal ]

1) Resuspensién MeOH — H,0 (8:2)
[ Fracc. MeOH - H,0O ]

Particion con:

1) Hexano 3 x 500mL
2) CH,CI, 3 x 500mL
3) AcoEt 3 x 500mL

(roor ) (ooz) (003 )

1) CoILIJImna de Sephadex
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[ HOO04-| ] [ HO04-1V ] [ HO004-X ]

1) Columna de Sephadex
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i 1l

[ HO004-1V-1 ] [ HO004-1V-2 ] [ HO004-1V-6 ]
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[ (-)-epicatequina ]
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4.3.2.6 Deteccion de las a- y B-amirinas y del acido oleandlico en los frutos,

las hojas y las flores de Crataegus mexicana

Se realiz6 una placa de HPTLC gel de silice con los extractos totales de las flores,
las hojas, y los frutos, la fraccion de hexano de los frutos, la fraccion de
diclorometano de los frutos y estandares de la mezcla de a- y B-amirinas y del
acido oleandlico (Figura 7). La placa comatrografica se eluyé utilizando una
mezcla de hexano-acetato de etilo (70:30) y se revelé utilizando como agente
cromogeno anisaldehido sulfarico al 1%.

Frente del disolvente = >
8.3cm

Distancia recorrida=  — - e @
3.9cm
Rf=0.47
-
Distancia recorrida= [
1.9cm
Rf=0.23

— .M @ & & .o
4 | i

1 2 3 4 5 6 7

Figura 7 . Placa de HPTLC de gel silice eluida con hexano-acetato de etilo (70:30)
revelada con anisaldehido sulfarico al 1%. 1= extracto total de las flores; 2=
extracto total de las hojas; 3= extracto total de los frutos, 4= fraccion de hexano de
los frutos; 5= fraccion de CHCl, de los frutos; 6= a- y B-amirinas; 7= acido

oleandlico.
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4.3.2.7 Deteccidon de la (-)-epicatequina, el acido  cafeico y el &cido 5-

clorogénico, en los frutos, las hojas y las flores de Crataegus mexicana

Con la finalidad de detectar a la (-)-epicatequina, el acido cafeico y el acido 5-
clorogénico, en los frutos, las hojas y las flores del tejocote se realizaron dos
placas cromatograficas adicionales utilizando los extractos totales de los frutos, las
hojas y las flores, y los estandares de quercetina, (-)-epicatequina, acido cafeico y
acido 5-clorogénico. Durante el proceso ambas placas cromatograficas se
eluyeron utilizando una mezcla de acetato de etilo-metanol-acido férmico
(70:30:0.2). Las placas se revelaron utilizando como agentes cromdgenos DPPH y
vainillina sulfarica al 1%, respectivamente.

Frente del disolvente = >
8.1cm

Distancia recorrida =

6.1cmRf= 0.73;‘
6.0cm Rf=0.7

5.0cm Rf=0.61—W|

3.8cm Rf=0.47 >

Figura 8. Placa de HPTLC de gel silice eluida con acetato de etilo-metanol-acido
férmico (70:30:0.2) y revelada con vainillina sulfurica al 1%. 1= extracto total de las
flores; 2= extracto total de las hojas; 3= extracto total de los frutos, 4= fraccién de
acetato de etilo; 5= quercetina; 6= (-)-epicatequina; 7= &cido cafeico; 8= acido 5-
clorogénico.
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1 2 3 4 5 6 7 8
Figura 9. Placa de HPTLC de gel silice eluida con acetato de etilo-metanol-acido
férmico (70:30:0.2) y revelada con vainillina sulftrica al 1%. 1= extracto total de las
flores; 2= extracto total de las hojas; 3= extracto total de los frutos, 4= fraccién de
acetato de etilo; 5= quercetina; 6= (-)-epicatequina; 7= acido cafeico; 8= acido 5-

clorogénico.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Elucidacion estructural del &cido oleandlico (C~ 004-VII-1)

El compuestos C004-VII-1, se aisl6 como un polvo blanco soluble en una mezcla
diclorometano-metanol en caliente y en piridina. La férmula molecular del
compuesto se estableci6 como CzoH4303 con base a la espectrometria de masas
(Figura 10) y a los espectros de RMN (Figura 11 y Figura 12). En esta ultima el ion

molecular se encuentra en una relacion masa carga de m/z 456.

29 30

7
24 23

EMIE m/z (intensidad relativa): 456 (M") (1), 438 (3), 411 (5), 410 (16), 392 (17),
377 (7), 349 (2), 323 (1), 300 (4), 281 (3), 255 (7), 249 (27), 248 (100), 239 (11),
219 (17), 207 (35), 203 (93), 189 (68), 175 (29), 173 (20), 147(25), 133(76),
119(41), 105 (31), 95 (25), 93(21).

RMN-'H (Piridina-ds, 400 MHz) & (ppm): 30.84 (3H, s, CH3-26), 0.91 (3H, s, CHs-
24), 0.98 (3H, s, CH3-23), 1.01 (3H, s, CH3-25), 1.18 (3H, s, CH3-30), 1.20 (3H, s,
CH3-27), 2.59 (1H, d, J=8.0, H-18), 3.40 (1H, m, H-3), 5.44 (1H, t, J=1, H-12)

RMN-'3C (Piridina-ds, 100 MHz) & (ppm): 16.2 (C-25), 17.0 (C-24), 17.9 (C-26),
18.0 (C-6), 19.3 (C-16), 21.9 (C-11), 24.4 (C-30), 25.4 (C-15), 28.6 (C-2), 29.2 (C-
23), 29.3 (C-20), 30.5 (C-21), 31.5 (C-29), 34.1 (C-7), 37.9 (C-10), 39.9 (C-1), 40.5

38|



Resultados y Discusién

(C-4), 43.0 (C-14), 48.5 (C-8 y C-17), 54.0 (C-9), 56.3 (C-5), 78.6 (C-3), 126.1 (C-
12), 139.8 (C-13), 180.4 (C-28)
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Figura 10. Espectro de masas del &cido oleandlico.
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Figura 11. Espectro de RMN™H del 4cido oleandlico (400 MHz, Piridina-ds).
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Figura 12. Espectro de RMN*C del 4cido oleandlico (100 MHz, Piridina-ds).
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Figura 13. Espectro de HMBC de una dimension del &cido oleandlico.
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Figura 14. Espectro de HSQC de una dimension del acido oleandlico.
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Tabla 11. Valores de RMN de *3C y H para el 4cido oleandlico.

Posicion  °C (5)? 'H (d)?

1 39.9 .
2 28.6 .
3-OH 78.6 .
4 40.5 .
5 56.3 .
6 18.0 .
7 34.1 .
8 48.5 .
9 54.0 .
10 37.9 -
11 21.9 -
12 126.1  5.44 (1H, t, J=1)
13 139.8 -
14 43.0 -
15 25.4 -
16 19.3 -
17 20.3 -
18 30.5 259 (1H, d, J=8.0)
19 --- .
20 29.3 -
21 30.5 .-
22 - -- -
23 29.2 0.98 (3H, s)
24 17.0 0.91 (3H, s)
25 16.2 1.01 (3H, s)
26 17.9 0.84 (3H, s)
27 --- 1.20 (3H, s)
28-COOH  180.4 .
29 315 -
30 24.4 1.18 (3H, s)

4100 MHz, Piridina-ds; 400 MHz, Piridina-ds

Con base en las evidencias presentadas, el compuesto C004-VII-1 se identifico

como el acido oleandlico.
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5.2 Elucidacion estructural de la (-)-epicatequina  (HO03- IV -2)

El compuesto HO03-I1V-2, se aislé como un polvo amarillo claro soluble en metanol.
La formula molecular del compuesto se establecié como C;5H1406 con base a los
espectros de RMN (Figura 15y Figura 16).

RMN-'H (MeOH-dg, 400 MHz) & (ppm): d4.81 (s, H-2); 4.17 (m, H-13); 5.95 (d, J=
2.4, H-6); 5.92 (d, J= 2.4, H-8); 6.98 (d, J= 2.0 H-2"); 6.76 (d, J= 8.0, H-5); 6.81
(dd, J= 8.0, 2.0, H-6"), H-4a (J= 16.4, 3.6), H-4B (J= 16.4,3.6).

RMN-'3C (MeOH-ds, 100 MHz) & (ppm): 156.56 (C-7), 156.22 (C-9), 155.93 (C-5),
144.50 (C-3"), 144.34 (C-4"), 130.85 (C-1’), 117.98 (C-2’), 114.47 (C-6’), 113.89 (C-
5’), 98.66 (C-10), 94.97 (C-6), 78.45 (C-3), 78.43 (C-3), 66.06 (C-2), 27.83 (C-4).
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Figura 15. Espectro de RMN-'H de la (-)-epicatequina (MeOH-ds, 400 MHz).
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Figura 16. Espectro de RMN-'3C de la (-)-epicatequina (MeOH-dg, 100 MHz).
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Tabla 12. Valores de RMN de **C y 'H para la (-)-epicatequina.

Posicion  °C (6)? TH (6)?
1-0 --- ---
1 130.85 ---
2 66.06 27.83 (s)
2’ 117.98 6.98 (d, J= 2.0)
3-OH 78.45 ---
3'-OH 144.50 ---
4 27.83 H-a (J= 16.4, 3.6), H-B (J= 16.4, 3.6).
4’-OH 144.34 ---
5 155.93 ---
5 113.89 6.76 (d, J= 8.0)
6-OH  94.97 5.95 (d, J= 2.4)
6 114.47 6.81 (dd, J= 8.0, 2.0)
7 156.56 4.17 (m)
8-OH - 5.92 (d, J= 2.4)
9 156.22 ---
10 98.66 ---

3100 MHz, MeOH-dg; 400 MHz, MeOH-dj

Con base en las evidencias presentadas, el compuesto HO03- IV -2 se identificé
como el flavan-3-ol (-)-epicatequina.
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El tejocote es un arbol cuyas hojas, frutos, raices, corteza y flores son
ampliamente utilizados en México para tratar un gran numero de afecciones, sin
embargo, a pesar de ello existen escasos estudios acerca de su composicidon
guimica y propiedades medicinales. Por estas razones se decidi6 llevar a cabo la
realizacion de este proyecto.

La preparacion del extracto de los frutos de C. mexicana se realizO mediante un
proceso de maceracion tal como se indicO en la parte experimental (4.3.1.1).
Posteriormente, el extracto resultante se sometié a un fraccionamiento primario
por particion utilizando como disolventes hexano, diclorometano y acetato de etilo.
De este fraccionamiento se obtuvo la fraccion CO004, la cual fue sometida a
sucesivas cromatografias. Este proceso permitio aislar y determinar la estructura
guimica de los triterpenoides, acido oleandlico y una mezcla de a- y B-amirinas
(Figura 17). Los compuestos fueron caracterizados por comparacion de sus
constantes espectroscopicas y espectrométricas con aquellas reportadas en la
literatura (Mahato et al., 1994) y por comparacion directa con muestras

auténticas.

Por otra parte, se prepararon los extractos a partir de las hojas y de las flores
siguiendo una estrategia similar a la descrita para los frutos de C. mexicana. El
extracto total de las hojas se sometié a un fraccionamiento primario por particion
utilizando como disolventes hexano, diclorometano y acetato de etilo. Como
resultado de este proceso se obtuvo la fraccibn H003, la cual fue sometida a
sucesivas cromatografias. Este proceso permitié aislar y determinar la estructura
guimica del flavan-3-ol (-)-epicatequina (Figura 17). Este compuesto fue
caracterizado por comparacion de sus constantes espectroscépicas Yy
espectrométricas con aquellas reportadas en la literatura (Bejar et al., 2007) y por

comparacion directa con muestras auténticas.

Posteriormente, con la finalidad de detectar en los frutos, las hojas y las flores de
C. mexicana el &cido oleandlico y la mezcla de a- y B-amirinas se realizé una

placa de HPTLC, tal como se describe en la parte experimental (4.3.2.6). Esta
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placa permitio la deteccion de la mezcla de a- y B-amirinas en el extracto total de
los frutos al ser comparado con el estandar de a- y B-amirinas (Rf= 0.47). Es
importante mencionar que ademas de coincidir en el valor de Rf, la mezcla de
amirinas presento un color parpura caracteristico al ser revelada con anisaldehido
sulfurico (Martelanc et al., 2009). Por otra parte, el acido oleandlico se detectd en
los extractos totales a partir de los frutos, las flores y las hojas, el valor del Rf del
estandar fue de 0.23 en este sistema de elucion y una coloracion violeta
(Martelanc et al., 2009). En la Figura 7 se muestra la placa cromatografica que

ilustra los resultados descritos previamente.

Por otra parte, con la finalidad de detectar la presencia de compuestos
antioxidantes del tipo de la quercetina, la (-)-epicatequina, el acido cafeico y el
acido 5-clorogénico se realizaron dos placas cromatogréaficas eluidas como se
describe en la parte experimental (4.3.2.7). Una de las placas fue revelada
utilizando el radical 2,2-difenil-1-pricril hidrazilo (DPPH). Esta placa permitio la
deteccion de la (-)-epicatequina (Rf= 0.71), el &cido cafeico (Rf= 0.64), y el acido
5-clorogénico (Rf= 0.47). En la Figura 8 se muestra la placa cromatografica que
ilustra los resultados descritos previamente. La segunda placa fue revelada con el
agente cromaogeno vainillina sulfarica al 1% permitiendo detectar la presencia del
flavan-3-ol (-)-epicatequina. En la Figura 9 se muestra la placa cromatografica que
ilustra los resultados descritos previamente. Por Ultimo es importante mencionar
gue no se pudo corroborar la presencia de la quercetina en ninguno de los
extractos como ha sido descrito previamente (Owen, 1932). En la Figura 17 se
muestran las estructuras de los compuestos aislados y detectados en las

diferentes partes de Crataegus mexicana (frutos, hojas y flores).

50



Resultados y Discusién |

acido oleandlico (3)

B-amirina (2)
OH
OH
/
HO. o) RN

-
/)
"OH

OH

(-)-epicatequina (4)

0
o)
HO 0 P OH
P OH 0
HO
HO
OH
HO
OH
OH

acido cafeico (5)

acido 5-clorogénico (6)

Figura 17. Estructuras de los compuestos aislados y detectados en las diferentes

partes de Crataegus mexicana (frutos, hojas y flores).
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6. RESUMEN Y CONCLUSIONES
1. El estudio fitoquimico del extracto metandlico preparado a partir de los frutos de
C. mexicana permitio el aislamiento y caracterizacion de la mezcla de las a-(1) y B-
(2)amirinas, y del acido oleandlico (3) ademas de la detecciéon del flavan-3-ol (-)-
epicatequina (4), el acido cafeico (5) y el acido 5-clorogénico (6).
2. El estudio fitoquimico del extracto metandlico preparado a partir de las hojas de
C. mexicana permitid el aislamiento y caracterizaciéon del flavan-3-ol (-)-
epicatequina (4), ademas de la deteccion del &cido oleandlico (3), el &cido cafeico
(5) vy el &cido 5-clorogénico (6). Estos compuestos también fueron detectados en
el extracto metandlico de las flores.
3. Este trabajo de investigacion representa una contribucion original al estudio de
la quimica de C. mexicana. Es importante mencionar que el acido oleandlico (3), el
flavan-3-ol (-)-epicatequina (4), el acido cafeico (5), y el acido 5-clorogénico (6),
han sido previamente encontrados en otras especies del género Crataegus
(Hernandez, 2008). Por otra parte, el aislamiento de la mezcla de las a-(1) y B-
(2)amirinas representa una de las primeras descripciones sobre su presencia en
este género.
4. La presencia de la mezcla de a-(1) y B-(2)amirinas en los frutos de C. mexicana
explica de manera parcial algunas de las propiedades que posee esta especie. Ya
gue esta mezcla de compuestos posee efectos hepatoprotectores (Oliveira et al,
2005) y antinociceptivos (Otuki et al, 2004).
5. Por otra parte, la presencia del &cido oleandlico (3) en las hojas, las flores y los
frutos de C. mexicana explica de manera parcial algunas de las propiedades que
posee esta especie. El &cido oleandlico (3) posee efectos hepatoprotectores,
antiinflamatorios, antitumorales, antimutagénicos, antiulcéricos, anticariogénicos y
antihiperlipidémicos (Liu et al, 1995). Ademéas, posee actividades
antihipertensivas, antioxidantes, hipoglucemiantes, (Somova et al, 2003), e
inmunorregulatorias (Li et al, 2002). Otras investigaciones describen su efecto
inhibitorio sobre la formacién de tumores, hematopoyesis e inmunocompetencia lo
cual lo hace un candidato para el tratamiento del cancer. Estudios recientes

describen su capacidad para disminuir el dafio en el tejido hematopoyético
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después de la radioterapia (Hsu et al, 2003). Este triterpeno posee también
actividad antimicrobiana, y un amplio espectro de actividad antifungica
especialmente contra la cepa de Candiah glabrata (Liu et al, 1995), e inhibe
ademas la replicacion del VIH-1 en células H9 con infeccion aguda (Kashiwada et
al, 1998). Otras actividades relevantes del acido oleandlico (3) son la proteccion
contra ciclofosfamida y la disminucién del dafio de los cromosomas inducidos por
este mismo compuesto. Por dltimo, se le atribuye actividad antifertilidad y se le ha
demostrado actividad inhibitoria de la testosterona 5a —reductasa (Liu et al, 1995).
6. La presencia de la (-)-epicatequina (4) en las hojas, flores y frutos de C.
mexicana explica algunas de las propiedades de esta especie ya que este flavan-
3-ol posee actividades antiulcéricas, antiinflamatorias, astringentes y amebicidas
(Calzada, 2000). Por otra parte, estudios recientes han demostrado que inhibe de
manera significativa los infartos cerebrales y el padecimiento de déficit
neurologico, sugiriendo su efecto protector sobre las neuronas contra el estrés
oxidativo (Shah et al., 2010). Por ultimo, se ha demostrado que induce el
desacoplamiento de la enzima ONSe (oxido nitrico sintasa endotelial), de la
caveolina-1 y su asociacion con la calmodulina-1 (Ramirez et al., 2010).
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7. PERSPECTIVAS

>

Continuar el estudio de las fracciones secundarias de los frutos y de las
hojas de C. mexicana que no lograron ser analizadas en el presente
proyecto con la finalidad de aislar y purificar compuestos minoritarios.
Determinar los efectos hipoglucemiantes, cardiovasculares, antiulcéricos e
antiinflamatorios de los extractos, fracciones y compuestos puros derivados
de los frutos y las hojas.

Desarrollar un método analitico por HPLC que permita cuantificar los
principios activos en los extractos de tejocote.

Realizar los estudios quimicos conducentes a determinar la composicion
guimica de las flores, la raiz y la corteza de la raiz de C. mexicana ya que
estas partes son empleadas para el tratamiento de diferentes

padecimientos en la medicina tradicional mexicana.
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